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研究成果の概要：細胞内のタンパク質脱リン酸化酵素（プロテインホスファターゼ）の機能を

停止させる新しいタイプの阻害剤を創製した。この阻害剤はプロテインホスファターゼと共有

結合で連結する不可逆的阻害剤として設計し、実際にがん細胞の細胞周期を調節するホスファ

ターゼ Cdc25A と共有結合を形成することを見出した。また細胞内でこの阻害剤が相互作用する

タンパク質を、蛍光ラベル体を用いて検出することに成功した。 
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１． 研究開始当初の背景 

 
プロテインホスファターゼは、リン酸化タ

ンパク質からリン酸基を取り去る酵素であ
り、生体内には百数十種類存在すると考えら
れている。リン酸化酵素（プロテインキナー
ゼ）とは逆の反応を司っており、細胞の増殖
やシグナル伝達機構に深く関わっているが、
詳細な機能解明はまだまだ十分とはいえず、
効果的で選択的なホスファターゼ阻害剤の
開発が求められている。 
ホスファターゼはリン酸化セリン、スレオ

ニンを脱リン酸化する PP、リン酸化チロシン

を脱リン酸化する PTP、その両方の性質を有
する DSP に大別できる。中でも PTP は種類が
多く、また PTP と DSP は活性中心のアミノ酸
配列相同性、反応機構、立体構造が似通って
いるため、特定の酵素特異的な阻害剤を創製
することは困難な課題である。その一方で
PTP と DSP は、がんや糖尿病などの疾病に関
わっていることが知られており、特異的阻害
剤の創製は医薬品リード化合物となりうる
重要な課題である。これまでに、天然物をは
じめ合成ライブラリーから様々なホスファ
ターゼ阻害剤は見出されている。しかし種類
の多い PTP や DSP の場合、すべての酵素に対



する阻害活性を調べるのは研究室レベルで
は到底困難であり、これまでに見出されてき
たホスファターゼ阻害剤もこの「選択性」関
する議論は十分でないと言える。また、試験
管レベルでの阻害活性は細胞内での活性を
反映しているとは言えず、細胞内での阻害剤
の真の挙動を追跡することが、これからの阻
害剤開発の重要な課題であると考えられて
いる。 
 一方、われわれはこれまでに、DSP や癌の
転移・浸潤に関わっているヘパラナーゼの阻
害剤として単離されていた天然物 RK-682（1）
を基盤とし、ヘパラナーゼを阻害せず、DSP
の一種である VHR や Cdc25 類を阻害する RE
誘導体（2）の創製に成功している。また 1
は細胞膜透過性に問題があったが、2は HL60
細胞に対する増殖抑制効果を示すことも見
出している。 

 
２．研究の目的 
 
当研究室で開発した RE 誘導体（2）を DSP

や PTPと直接共有結合を形成するタイプの阻
害剤へと改変し、それを蛍光プローブ化して
“細胞内のホスファターゼプロファイリン
グ”へと展開することを本研究の最終目的
とした。細胞内での 2 の標的酵素群を同定す
るためには、2 と標的酵素とが共有結合を形
成しなければならない。そこで、2 を基盤と
して新たに不可逆的なホスファターゼ阻害
剤を開発することを最初の課題とした。さら
に開発した不可逆的ホスファターゼ阻害剤
を蛍光ラベル基で修飾した分子プローブを
合成し、その細胞内タンパク質ラベル化を次
の課題とした。 
 
３．研究の方法 
 
まず、DSP の一種である VHR と 2 の複合体

を計算化学的手法により構築した。DSPや PTP
はその活性中心にシステイン残基を有し、脱

リン酸化する際は、このシステイン残基のチ
オール基が基質のリン酸基を求核攻撃する。
したがって、通常のチオール基よりもホスフ
ァターゼ活性中心は pKa が低く、活性化され
ている状態にある。構築したモデルによると、
RE 誘導体 2の 5位 OH 基が活性中心のシステ
インである Cys124 と水素結合を形成してい
ることが示唆された。このことから、この OH
基を脱離基等に置き換えることで、システイ
ンのチオール基から求核攻撃を受け、共有結
合を形成できると考えた。 
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Fig.1 RE誘導体の構造

 
Fig.2 VHR と 2 の複合体モデル 

 
 そこでまず、効率的な RE 誘導体 2 の合成
法の確立から着手した。種々検討した結果、
以下の示すように短段階かつ高効率な合成
法を開発した。 
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Scheme1. 2 の効率的合成法 

 
次に、脱離基の導入によるホスファターゼ

阻害活性への影響を調べることにした。具体
的には、化合物 3の Xの部分に様々な脱離性
を有する官能基を導入した化合物を合成し



た。種々の誘導体 3を合成し（R = Ph）、DSP
に対する阻害活性を検討したところ、VHR に
対しては低下したものの、Cdc25 類に対して
は OH 体と比べて顕著な阻害活性の向上が見
られた。また、ヒト白血病細胞 HL60 に対す
る細胞増殖抑制活性を検討したところ、脱離
基を有する3が顕著な細胞増殖抑制活性を示
すことが分かった。 

25B に対する
害活性と HL60 増殖抑制活性 

胞増殖
を抑制していることが示唆された。 

（左：Control、右：3b (3 ・M)で処理後） 
 

合していること

lytic domainと蛍光ラベ

c domain の
光ラベル体 4, 5 との結合実験 

 
Fig.3 RE 誘導体の Cdc25A と Cdc
阻
 
 さらに化合物 3b において細胞周期に対す
る影響を HL60 細胞で検討した。その結果、
細胞周期を 3b は G1 基で停止させ、細

 
Fig.4 HL60 細胞の細胞周期に対する 3b の効
果

次に脱離基を有する RE 誘導体 3 がホスフ
ァターゼに対して不可逆的阻害剤となって
いるかを確認するため、3b と 3a に蛍光団を
導入した 4、5 を合成した。GST-Cdc25A と 4
を混合し SDS-PAGE 後、蛍光スキャナーで検
出すると、4の濃度依存的に GST-Cdc25A のバ
ンドが濃くなることがわかり、確かに RE 誘
導体は GST-Cdc25A と共有結合を形成するこ
とがわかった。また Cdc25A の活性中心に存
在するシステイン残基の変異体（C430S）を
作成したところ、5 の結合はまったく観測で
きなかった。このことは、RE 誘導体がホスフ
ァターゼ活性中心のシステインに結合して

いることを強く示唆している（Figure 6）。
さらに、5 でも同様の現象を確認したが、
GST-Cdc25AだけでなくGST単独にも結合する
ことがわかった。GST も活性なシステイン残
基を有していることから、5 はエノン構造の
ため反応性が高く、非特異的に GST と結合し
ている可能性があった。一方 4 は、GST 単独
には結合しないことから、タンパク質構造を
認識し選択的に Cdc25A に結
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が示唆された（Figure 7）。 
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Fig.5 蛍光ラベル体の構造 
 

 
Fig.6 Cdc25AのCata
ル体 4 との結合実験 

 
 
Fig.7 GST と Cdc25A の Catalyti
蛍
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次に HL60 細胞と 4 を処理し、細胞内のタン
パク質と共有結合を形成するかを検討した。
HL60 細胞に対し 4（final 5 ・M）を加え、4 
h 後に蛍光顕微鏡で観察した。この段階で 4
はほとんど細胞内に取り込まれており核周
辺の細胞質側に主に局在していることがわ
かった。また 4 で処理した細胞からタンパク
質を抽出し、SDS-PAGE で解析したところ、い
くつかのタンパク質が 4と共有結合を形成し
ていることがわかった。この時、細胞内で多
く発現しているタンパク質がラベル化され
ているわけではないことがわかり、細胞内で
タンパク質ラベル化が RE 化合物選択的で
る可能性が示唆された。 

 
 
Fig.8 内でのタ
ンパク質
 
４．研究
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成果 

新規 DSP阻害剤RE誘導体
成法を確立した。 
DSP の 1 種である Cdc25A
可逆的阻害剤の開発に成功
開発した不可逆的阻害剤を蛍
ル化した分子プローブを創製
このプローブは、HL60 細
標的タンパク質と共有結合を
ることを見出した。 
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